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Estudo Comparativo entre Hibridos Diploides e Tetra  ploides de
Mandioca ( Manihot esculenta Crantz):

Citogenética, Apomixia e Anatomia Caulinar
(Hashimoto, D. Y. C.; Mestrado em Botanica)

RESUMO: Os hibridos interespecificos diploide e tetraploide entre Manihot
esculenta Crantz e M. oligantha Pax foram analisados em nivel citogenético,
anatdbmico embrionario e anatdmico caulinar com o objetivo de se verificar os
efeitos do tratamento de poliploidizacdo. A andlise citogenética foi realizada
para determinar o numero cromossOmico de esporocitos em metafase meidtica.
No hibrido diploide, o nimero cromossémico encontrado foi 36, e no hibrido
poliploidizado foi 72. Através de andlises dos graos de polen, verificou-se que a
média de viabilidade no hibrido diploide foi de 83,5%, enquanto que, para o
tetraploide, a viabilidade do pdlen foi de 64,8%. O estudo do esporocito
também revelou 99,6% de tétrades normais para o hibrido diploide e 19,2%
para o tetraploide, evidenciando efeitos de anormalidade meidtica produzidos
possivelmente pelo tratamento de poliploidizagdo. A taxa de apomixia saltou de
2,7% no tipo diploide para 18% no tetraploide, evidenciando uma possivel
associacdo da duplicagdo cromossdmica com 0 aumento na ocorréncia de
apomixia. Na anatomia caulinar, os hibridos diploide e tetraploide mostraram
muitas semelhancas, entretanto, em termos quantitativos, a planta
poliploidizada revelou tecido medular mais desenvolvido e maior niumero de
elementos de vasos, além de didmetro caulinar aumentado. A analise de
dissociados do caule mostrou que os elementos de vaso para os dois hibridos
foram predominantemente do tipo reticulado, com placa de perfuracdo simples
e extremidades obliquas. Os laticiferos foram do tipo articulado e ramificado, e
puderam ser vistos em ambos os hibridos. Os testes histoquimicos mostraram
diferentes locais de acumulo de amido e lignina no caule dos hibridos e
presenca de latex no floema interno de ambos. O aumento nas dimensdes de
estruturas e orgaos, em termos de numero de camadas e tamanho celular,
assim como o aumento observado no tecido vascular foram alteracOes
induzidas pela poliploidia e podem estar relacionadas ao grau de tolerancia da
planta a seca.

Palavras-chave: anatomia caulinar, apomixia, Euphorbiaceae, Manihot
esculenta Crantz, poliploidia.



Comparative Study between Cassava ( Manihot esculenta
Crantz) Diploid and Tetraploid Hybrids:

Citogenetics, Apomixis and Stem Anatomy
(Hashimoto, D. Y. C.; Botanical Master of Science)

ABSTRACT: The interspecific diploid and tetraploid hybrids between Manihot
esculenta Crantz and M. oligantha Pax were analyzed in cytogenetic,
embrionary and stem anatomy aspects, in order to verify the effects of the
polyploidization treatment. Cytogenetic analysis were made to determine the
chromosome number in sporocites in metaphase meiotic. The diploid and the
tetraploid hybrids showed 36 and 72 chromosomes, respectively. Pollen viability
indicated an average of the diploid hybrid of 83.5%, and another of 64.8%
related to the tetraploid. Normal tetrads were found in the diploid (99.6%), while
the tetraploid one had just 19.2% of them; this fact can be related to the
abnormal meiotic effects developed by polyploidization. Apomixis rates varied
from 2.7% in the diploid hybrid to 18% in the tetraploid one, pointing out that
chromosome duplication may be related to increases in apomixis taxes. Stem
anatomy showed many resemblances in diploid and tetraploid hybrids,
however, in quantitative features, the polyploidized hybrid had medullar tissue
more developed, besides a bigger number of vessel elements and greater stem
diameter. Stem dissociated were mostly of the reticulate type, with simple
perforation plates and oblique extremities. Laticifers were articulated and
branched, and were seen in both hybrids. Histochemical tests revealed different
places of accumulation of starch and lignin, besides occurrence of internal
phloem and latex inside it in both hybrids. Increase in structures and organs
size, number of layers and cell size, and the observed increase in vascular
tissues were alterations induced by polyploidization and may be related to
drought resistance.

Key words: apomixis, Euphorbiaceae, Manihot esculenta Crantz, polyploidy,
stem anatomy.



Citogenética, Apomixia e Anatomia Caulinar de Hibridos de Manihot esculenta Crantz

INTRODUCAO

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, pertence a Manihot
(Euphorbiaceae), género que comporta cerca de 98 espécies, sendo a maioria
delas nativa do Brasil (Rogers & Appan, 1973). Segundo Nassar (1978b,
1978f), no Brasil, os principais centros de diversidade de Manihot seriam o
Nordeste, Mato Grosso, Goias e Minas Gerais.

A mandioca é uma das culturas mais importantes na alimentacdo
brasileira. Assume uma posi¢cdo de destaque na conjuntura socio-econdmica
do pais e do mundo. O Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores
mundiais de mandioca, com rendimento médio de 14 t/ha e producéo de 26,6
milhdes de toneladas (IBGE, 2008).

A cultura possui posicdo de destaque no pais, ocupando a quinta
colocacdo em area de plantio, atras das culturas de soja, milho, arroz e feijao
(IBGE, 2008). H4 mais de 800 milhdes de pessoas que consomem a mandioca
nos tropicos e subtropicos, sendo esta a quinta cultura alimenticea mais
consumida em todo o mundo (FAO, 2006).

M. esculenta destaca-se pela sua ampla capacidade de adaptacdo as
condi¢cbes edafoclimaticas, sua tolerancia a competicdo com ervas daninhas e
sua relativa resisténcia a pragas e doencas (Nassar & Ortiz, 2007). Vantagens
como alta produtividade calorica (Vries et al., 1967), eficiéncia bioldgica como
produtora de energia (Coursey & Haynes, 1970; Raji et al., 2007),
disponibilidade durante o ano inteiro (Nassar, 1978a, 1978c e 1978d) e
capacidade de crescer em condi¢cbes subotimas, tornaram a mandioca uma
das culturas de subsisténcia mais utilizadas pelas populacbes de baixa renda
(FAO, 2006).

A grande variabilidade e o amplo espectro de adaptacdo encontrados
em espécies silvestres de diversas culturas (Harlan, 1976; Hajjar & Hodgkin,
2007), inclusive de mandioca, oferecem muitas possibilidades de
aproveitamento de seus genes em hibridizacdo interespecifica para o
desenvolvimento de tipos mais produtivos, resistentes as pragas e doencas e

mais tolerantes a condicdes de estresse (Horsfall & Abia, 2003; Nassar, 2007a
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Citogenética, Apomixia e Anatomia Caulinar de Hibridos de Manihot esculenta Crantz

e 2007b) Entretanto, os cultivares de mandioca mostram-se deficientes em
algumas caracteristicas de valor econdmico (Nassar, 1978c e 1979b), como a
baixa resisténcia a seca e o baixo conteudo proteico (Nassar & Dorea, 1982;
Nassar & Grattapaglia, 1986). As caracteristicas que faltam na mandioca
podem ser transferidas & planta cultivada através da hibridizacdo
interespecifica com espécies silvestres.

Hibridos interespecificos obtidos durante os ultimos anos (Nassar, 1978-
2008) séo fontes de caracteristicas interessantes para o melhoramento da
cultura; dentre eles, o hibrido entre M. esculenta e M. oligantha Pax emend.
Nassar subsp. Nesteli — denominado ICB 300 — revelou um contetudo de
proteinas de 4%, em comparacdo com a quantidade de 0,7-2% encontrado na
mandioca cultivada (Nassar & Dorea, 1982). ICB 300 mostrou ser rico também
em aminodcidos essenciais como metionina, lisina e triptofano (Nassar &
Sousa, 2007), além de ser uma rica fonte de luteina, que € um potente
antioxidante (Nassar et al., 2007b). Estima-se que ele possui cerca de 10 vezes
mais quantidade de luteina que o encontrado na mandioca comum. Por isso, o
estudo dos aspectos botanicos deste hibrido pode fornecer conhecimentos e
informacdes importantes para melhoristas de plantas, agrébnomos, bidlogos e
mesmo botanicos que trabalham nesta area.

O desenvolvimento de hibridos interespecificos depende principalmente
de sua fertilidade. O parentesco entre genomas das espécies parentais é o
fator limitante da fertilidade do hibrido gerado. Esse parentesco pode ser
conhecido através do estudo do pareamento cromossoémico. Dessa forma, este
estudo de ICB 300 se torna necessario para se obter informacdes mais
detalhadas sobre sua fertilidade.

A poliploidia frequentemente € um recurso usado para aumentar o
conteudo de matéria seca, inclusive de proteinas, vitaminas e minerais
(Stebbins, 1985; Dhawan & Lavania, 1996; Udall & Wendel, 2006). Em geral,
as plantas polipléides apresentam numero cromossémico duplicado, podendo
ter caracteristicas morfoldgicas diferenciadas, como aumento no tamanho de
varias partes da planta (Swanson et al., 1969). Graner (1935), Abraham (1944),
Cruz (1968), Sohmer (1968), Magoon et al. (1969), Nassar (1978e) e Nassar et

Danielle Yasmin Concei¢do Hashimoto 2
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al. (1995) relatam numero cromossémico de 36 para M. esculenta, reportando
também pareamento regular de 18 bivalentes. Evidéncias obtidas por Nassar
(2006) indicam que a poliploidizagdo em Manihot atua na indug&o de apomixia.

A apomixia, que é um fendbmeno de producdo de semente sem
fecundacao, tem grandes vantagens para o melhoramento genético. O uso de
sementes apomiticas na propagacdo da mandioca evita a contaminacao por
patdogenos que se acumulam na reproducéo por estacas. O referido acumulo
de patdégenos torna o clone inutil apdés alguns anos, causando reducao drastica
de produtividade (Nassar, 1981; Nassar & Vieira, 1986; Nassar, 1995a; Nassar
et al.,, 1998). A apomixia ainda evita a segregacdo genética, garantindo a
producdo de progenias idénticas as plantas mées. Assim, considera-se a
apomixia um metodo natural para a clonagem de plantas atraves de sementes
(Hanna & Bashaw, 1987; Nassar 2000; Nassar et al., 2000). Dessa forma, a
propagacdo de clones via sementes apomiticas evita os graves problemas de
contaminagcdo no estabelecimento, desenvolvimento e producédo final da
cultura.

Nassar (1995b, 2000b, 2001, 2002a, 2002b e 2006), Nassar & Collevatti
(2005 e 2006), Nassar & Grattapaglia (1996) e Nassar et al. (1997, 1998, 2000
e 2007a) mostraram, em uma série de estudos, o desenvolvimento de clones
apomiticos em Manihot. A producdo de hibridos interespecificos apomiticos
pela transferéncia de genes da apomixia de espécies silvestres de Manihot
também foi obtida em alguns desses trabalhos.

O desenvolvimento de clones apomiticos da mandioca foi acompanhado
pelo desenvolvimento de linhagens mandioca com facil germinacdo de
sementes. Isso possibilitou o uso de sementes em sua propagacdo, em
substituicdo as praticas culturais trabalhosas de propagacdo por estacas
(Nassar & O’Hair, 1985; Lynam, 1994) que, apesar de manterem a heterose,
apresentam os referidos problemas de acumulo e disseminacao de doencas.

A apomixia pode beneficiar o melhoramento de plantas por perpetuar os
caracteres que se encontram na planta materna, como resisténcia a pragas e
doencas, e incremento substancial em proteina, como no caso do hibrido ICB
300.

Danielle Yasmin Concei¢do Hashimoto 3
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Ha varias evidéncias sobre a relacdo da apomixia com a poliploidia, em
especial em hibridos de Manihot (Nassar, 2006), em que o principal efeito da
duplicacdo cromossémica é a verificacdo do aumento da taxa de apomixia. A
confirmacéo da relagcdo entre apomixia e poliploidia pode ser instrumento de
grande valor no desenvolvimento de hibridos de certas culturas, principalmente
a da mandioca. Ela representa a solucdo para a infertilidade de hibridos de
qualidade, tanto por restauracdo da fertilidade da planta quanto pelo
aproveitamento do vigor hibrido.

A poliploidia pode ter efeitos sobre a anatomia caulinar, como no
polipléide do cultivar de mandioca UnB 530, que apresenta aumento de 6rgaos
devido ao incremento do numero e tamanho de suas células, inclusive do
tecido vascular, o que pode estar relacionado a tolerancia deste polipléide a
seca (Nassar et al., 2008b).

Ha escassos estudos anatdbmicos sobre Manihot (Vannucci, 1985;
Nassar et al.,, 2008b). Apesar de seu valor econbmico, menos ainda €
encontrado sobre a relacédo entre anatomia e fisiologia destas plantas (Nassar
et al.,, 2008b). Muito mais escassos sdo 0S que sugerem aspectos com
objetivos de sustentabilidade, por exemplo, relacionando a estrutura anatémica
caulinar de um polipléide com a limitacdo de ataques de pragas, ou de

infeccbes por patdgenos ou a resisténcia a seca.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Rogers & Appan (1973) listaram 98 espécies de Manihot, separadas em
19 secdes, sendo M. esculenta a Unica cultivada. Nassar (1985) adicionou
ainda M. neusana Nassar ao género. Para a classificacdo das espécies
silvestres por secdes, Rogers & Appan (1973) levaram em consideragao o
hébito de crescimento, de arvores de cerca de 30 m de altura como M.
caerulescens Pohl, a arbustos e subarbustos, como M. anomala Pohl e M.
tripartita MUll er Von Arg., e até mesmo semiherbaceas como todas as

espécies inseridas na secdo Peruvianae. Além desses critérios, 0s autores
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utilizaram também 23 caracteristicas foliares como formato da folha, simples e
ndo-lobada (espécies das sec¢Oes Brevipetiolatae e Peltatae) ou simples e
lobada, com variavel numero de I6bulos, insercdo basal ou insercéo peltada do
peciolo na lamina, e padrdo das veias secundarias, sendo camptédroma
guando as veias se interconectam, mas nao atingem as bordas da lamina, e
craspedodroma quando as veias alcancam as margens da lamina.

Ainda conforme Rogers & Appan (1973), as espécies foram agrupadas
em monoicas e didicas, sendo as Unicas representantes didicas as espécies
inseridas na secédo Stipulares. As secdes foram separadas conforme o tipo de
inflorescéncia em racemos, como as das espécies na sec¢ao Anisophyllae, ou
em paniculas, como nas sec¢cBes Heterophyllae, Carthaginenses e
Glaziovianae. O local de origem das espécies determinou a separacdo das
nativas das Américas do Norte e Central, e da América do Sul,

M. oligantha pertence a secdo Stipulares, em que se encontram
espécies parcial ou totalmente acaulescentes, com menos de 25 cm de altura,
folnas nascidas em formato de roseta, estipulas persistentes, inflorescéncia
pistilada ou estaminada e nunca ambas numa mesma planta. M. oligantha Pax
emend. Nassar subsp. Nesteli foi relatada pela primeira vez por Nassar (19789)
como sendo um subarbusto muito pequeno, com cerca de 30 cm de compr., e
entrenos distantes menos de 0,8 cm uns dos outros; 3-5 raizes cilindricas por
planta; lamina com trés I6bulos, mas ocorrendo também, com menos
frequéncia, de 4-5 I6bulos, membranacea a suavemente coriacea.

Este se distingue de M. oligantha por ser tipicamente mondica, com
inflorescéncia em panicula e cartuncula proeminente. A espécie descrita por
Pax (1884, apud Rogers & Appan, 1973) possui inflorescéncia normalmente
didica e carincula ndo proeminente.

Pax (1884, apud Rogers & Appan, 1973) ndo se referiu a formacao de
raizes tuberosas em M. oligantha. Entretanto, esta caracteristica pode ter sido
incrementada através de hibridizagbes naturais entre esta e a mandioca
cultivada. Anderson (1953), Harlan (1961) e Rick (1976) demonstraram o papel
da hibridizacdo natural introgressiva no desenvolvimento de novas espécies em

culturas domesticadas.
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Citogenética, Apomixia e Anatomia Caulinar de Hibridos de Manihot esculenta Crantz

ICB 300 foi obtido por Nassar (1978g) pela hibridizacdo entre M.
esculenta e M. oligantha, de natureza introgressiva (Nassar, 1978g). Conforme
Rogers & Appan (1973), M. esculenta e M. oligantha sdo descritas como se

segue:

* M. esculenta (Figs. 1A e 1B):

Arbusto, ca. 1,7 m. Raizes saem de um apice radicular, com
raizes secundarias delgadas. Caule lenhoso e glabro, cicatrizes de
folha e estipula presentes, predominantemente marrom, mas
ocorrendo também amarelo ou prata. Folhas simples, lobada.
Lébulos foliares de 5-9, lineares, lanceolados. Estipulas deciduas e
pontiagudas. Peciolos de 5-25 cm de compr., freqientemente com
formato suave de S, preso basalmente a lamina, glabro. Lamina
verde escura, algumas vezes com venacOes avermelhadas.
Inflorescéncia em panicula, de 2-5 cm de compr., glabra, bracteas
e bractéolas deciduas. Flores mondicas, sendo as femininas
basais, abrindo primeiro, e as masculinas apicais, abrindo mais
tarde. O perianto € composto por 5 tépalas separadas, verdes e
purpuras; ovario tricarpelar, glabro. Flores estaminadas com um
perianto de 5 tépalas unidas até a metade de seu comprimento;
estames normalmente em numero de 10 em 2 niveis, 5 curtos e 5
longos, os filetes sdo delgados e glabros, e surgem a partir do
disco basal. Fruto esquizocarpico, normalmente alado, mas
algumas vezes com a superficie lisa, deiscéncia septicida e
loculicida. Sementes carunculadas, alongadas ou esféricas,

pigmentada com manchas marrons ou lisas.

* M. oligantha (Figs. 1C e 1D):
Subarbusto muito pequeno, quase acaulescente, de até 20
cm. Entrenés muito curtos, com menos de 0,5 cm. Caule glabro.
Folhas surgem como roseta. Estipulas persistentes, foliaceas, de

ca. 4-6 cm de compr., glabras, margens pontiagudas. Peciolos de
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ca. 20 cm de compr., glabros, tingidos de purpura, inser¢ao basal a
lamina. Lamina membranacea, venacdo camptdédroma, veias
glabras. Lébulos de 7-9, 6 x 1,5 cm, oblongos, base pouco
constrita. Inflorescéncia didica, todas as partes glabras, bractéolas
setaceas. Flores femininas com ca. de 7 cm de compr., 2 flores
nascem no apice de um pedunculo solitario, tépalas tingidas de
purpura, ovarios subglobosos. Flores masculinas em panicula, ca.
15 cm de compr., bracteas e bractéolas setaceas, pedicelos de ca.
de 1 cm de compr., botdes ovobides-elipsbides, tépalas de ca. 1,2
cm, com consideravel coloragdo puarpura, estames em numero de

10, em 2 niveis.
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'M.oligantha
 photo Nagib

Fig. 1. Aspectos morfologicos das espécies de Manihot. A. Aspecto geral de
Manihot esculenta, planta com 1,7 m, estabelecida na Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia. B. Folhas de M. esculenta e, em detalhe,
inflorescéncia. C. Habitat de M. oligantha. D. M. oligantha com 15 cm: raiz,
caule, folhas e inflorescéncia.
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A hibridizacdo interespecifica tem desempenhado um grande papel no
desenvolvimento de variacbes também em Manihot (Rogers & Appan, 1976).
Um grande numero de espécies silvestres pode ter se desenvolvido como
resultado da hibridizacdo entre cultivares e espécies silvestres locais (Harlan,
1961).

A introducéo de genes uteis, ocasionando o aumento da variabilidade na
cultura da mandioca, assim como em outras culturas, pode ser realizada
através de hibridizagBes interespecificas com espécies silvestres (Harlan,
1976; Nassar, 1979a, 1989 e 2007a; Nassar et al.,, 2000; Hajjar & Hodgkin,
2007; Nassar & Ortiz, 2008). Essas espécies tém sido utilizadas como fonte de
resisténcia a insetos, doencgas, pragas e nematéides, sendo em muitos casos
promotoras de resisténcia a estresse e da melhoria da produtividade (Harlan,
1976; Horsfall & Abia, 2003; Nassar, 2007ab).

Em mandioca, varios estudos tém sido realizados a fim de se avaliar o
potencial das espécies silvestres no seu melhoramento, como as tentativas de
hibridizagcdo por Lanjow (1939) e Jennings (1959). Storey & Nichols (1938)
utilizaram M. glaziovii Miller Von Arg, como fonte de resisténcia a virus,
obtendo um resultado impressionante e salvando a cultura da extingéo no leste
da Africa na década de 1940.

Outros exemplos de hibridizacdo de espécies silvestres com M.
esculenta podem ser verificados, como com M. tristis Mull er Von Arg., que foi
utilizada como possivel fonte de proteinas (Bolhuis, 1953); M. caerulescens,
que foi descoberta como fonte de matéria prima para producéo de borracha; M.
pseudoglaziovii Pax & K. Hoffman e M. dichotoma Ule, que séo resistentes a
seca, dentre outras espécies de Manihot com diversas caracteristicas de valor
econdémico (Nassar & Ortiz, 2008).

Esforgos tém sido feitos ha algum tempo na tentativa de se aumentar o
conteldo de proteina nas raizes de mandioca através da hibridizagédo
interespecifica, principalmente com as espécies M. saxicola Lanj. e M.
melanobasis Mull er Von Arg. Durante um periodo de 10 anos, de 1932 a 1942,
Bolhuis (1953) desenvolveu um programa de melhoramento da mandioca em

relacdo ao aumento de proteina nas raizes. Cruzamentos com M. saxicola
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produziram poucas plantulas com um maximo de 2% de proteina na raiz fresca.
Nos clones propagados dessas plantulas, o conteddo de proteina voltou aos
niveis tipicos de 0,7-2%. Jennings (1959) relatou que as raizes da progenia F;
de M. esculenta e M. melanobasis possuia aproximadamente duas vezes mais
proteina que seu ancestral. Essas progenias se perderam, nao sendo
cultivadas em lugar algum, provavelmente por causa da baixa produtividade
das raizes.

Barros & Bressani (1967) e o CIAT, na década de 1970, apresentaram
cultivares com alto contetudo proteico (7%), entretanto, ndo se sabe se esse
contetdo se refere realmente a quantidade de proteina ou a de nitrogénio na
forma de acido hidrocianidrico (HCN). Outro fator que interfere na avaliacdo de
proteinas como nitrogénio total é a umidade no material. A secagem excessiva
da raiz durante o processamento para analise pode aumentar drasticamente a
porcentagem de nitrogénio (Nassar & Sousa, 2007). Dessa forma, é importante
avaliar a quantidade de proteina como aminoacidos juntamente a avaliacao de
nitrogénio na amostra.

Nassar (1979a) relatou alto conteudo de proteina em M. oligantha,
transferindo esse contetdo proteico para a mandioca comum por hibridizacao
interespecifica (Nassar & Dorea, 1982). No mesmo estudo, 0s autores
observaram que o hibrido formado, ICB 300, tem um contetudo de 4,5% de
proteina total na raiz seca. Nassar & Sousa (2007) relataram que, o hibrido
possui cerca de 10 vezes mais lisina e trés vezes mais metionina que a
mandioca comum, além de constatarem a presenca de outros aminoacidos
essenciais, como histidina e prolina, que passaram de total auséncia em M.
esculenta para 0,038 e 0,054 ¢g/100 g de matéria seca analisada,
respectivamente, e arginina, alanina, isoleucina, valina, leucina, dentre outros,
com aumento que variou de 2-9 vezes.

Conforme Close et al. (1953), a proteina da mandioca processada inclui
uma alta porcentagem de &cido glutdmico e baixas taxas de metionina (1%).
Sreeramanamubry (1945) relatou a auséncia total de metionina na mandioca.
Osuntokun et al. (1968) afirmaram que tanto a cisteina quanto a cistina estéao

envolvidas na detoxificacdo do cianeto.
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Nassar et al. (2007b) estimaram que ICB 300 possui cerca de 10 vezes
mais quantidade de luteina na raiz, que € um potente antioxidante, quando

bY

comparado a quantidade aferida em M. esculenta. O consumo de luteina
parece estar relacionado a reducdo das doencas degenerativas (Krinsky,
1994). Por isso, o estudo dos aspectos botanicos deste hibrido pode fornecer
conhecimentos importantes que podem ajudar sobremaneira no combate a
diversas doencas.

Apesar de a hibridizacdo interespecifica promover a transferéncia de
caracteristicas entre espécies, o hibrido formado pode ser estéril, ou a
populacdo hibrida pode ndo gerar as combina¢Bes desejadas devido a
incompatibilidade entre as plantas (Briggs & Knowles, 1967; Stebbins, 1985).
Essa incompatibilidade pode ser de natureza zigotica ou pos-zigotica (Briggs &
Knowles, 1967; Rick, 1976). A primeira se manifesta por meio da inibicdo da
germinacdo do grdo de pdlen, da interrupcdo do desenvolvimento do tubo
polinico na superficie do estigma ou no estilete, da reduzida velocidade do tubo
polinico em relacdo ao tempo de viabilidade do oOvulo, ou ainda pelo
comprimento do tubo polinico que ndo o permite chegar ao évulo. A segunda
se manifesta por meio do desequilibrio entre os gendtipos parentais.

Para superar tais barreiras, Dobzhansky (1951) e Stebbins (1950, 1985),
dentre outros, sugeriram uma série de alternativas como o0 cruzamento de
diferentes variedades das espécies parentais, cruzamentos invertendo-se as
espécies doadora e a receptora de pélen, a polinizacdo em diferentes estagios
do desenvolvimento, a emasculacdo e a utilizacdo de técnicas de enxertia.
Entretanto, essas alternativas ndo se aplicam a muitas espécies, e contornar as
barreiras da hibridizagéo torna-se um trabalho arduo, e por vezes sem sucesso.

Nassar et al. (1996) utilizaram a técnica do efeito mentor para superar
barreiras interespecificas na hibridizacdo entre M. esculenta e M. pohlii Warwa,
obtendo resultados satisfatorios. Nesse mesmo trabalho, métodos de utilizac&o
de espécie-ponte também geraram resultados positivos quanto a quebra das
barreiras em Manihot.

Pesquisadores recorrem também a poliploidizacédo de seus hibridos com

0 intuito de produzir aumento do conteudo de matéria seca e de conteudo
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nutritivo (Stebbins, 1985; Dhawan & Lavania, 1996; Udall & Wendel, 2006).
Isso se aplica aos aspectos nutricionais como os encontrados em ICB 300, que
podem ter seu conteudo aumentado com a duplicacdo do nivel de ploidia do
hibrido.

Muitos mecanismos tém sido utilizados para se induzir poliploidia em
plantas (Ramsey & Schemske, 1998), incluindo tratamento de tecidos
somaticos como partes vegetativas e sementes. Nem sempre essa inducéo
produz poliploidia total no tecido, mas freqientemente produz quimeras
(Stebbins, 1985).

Nassar (2003 e 2004) demonstrou o efeito da utilizacdo de colchicina na
estrutura do caule de um hibrido de mandioca, evidenciando a formacéo de
quimeras. Quimeras s&o identificaveis na planta através de estudos
anatomicos, representando a acdo incompleta da colchicina no caule. Essa
substancia pode atuar somente na camada epidérmica ou nas camadas
epidérmica e subepidérmica (Nassar, 2004). Na estrutura da quimera, a
epiderme difere dos tecidos internos (Baker, 1959), o que pode ser evidenciado
tanto em aspectos morfoldgicos quanto em nimero cromossoémico.

Apesar da desvantagem de produzir quimeras, quando o objetivo é se
produzir poliploidia integral, o tratamento de tecidos somaticos é o método mais
usado pelos pesquisadores pela relativa facilidade de aplicacdo. A inducao de
poliploidia somatica também é muito comum em tecidos ndo meristematicos,
como o caule (Coleman, 1950; D’amato, 1952 e 1964). A poliploidia também
pode surgir espontaneamente na natureza, mesmo com pouca frequéncia,
devido a formacgéo de gametas nao reduzidos (Bretagnole & Thompson, 1995).

A obtencdo de ramos polipléides pode ser realizada com a aplicacéo de
colchicina (Nassar, 1965; Hanna, 1981; Hanna et al., 1984; Hanna & Dujardin,
1986) nas gemas laterais do caule. O mecanismo de atuacéo da colchicina foi
relatado por Jackson (1976), em que, no fim da profase, ha a inibicdo da
formacdo do fuso. Quando isso acontece em primérdios de botdes laterais,
todo o caule originado € polipléide. Se a duplicagdo cromossdémica ndo atingir
todas as camadas do primordio, podem surgir quimeras setoriais ou periclinais,

dependendo do tamanho do tecido atingido pela colchicina (Nassar, 1965).
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ICB 300 foi poliploidizado, propagado e mantido na Estacdo
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, constituindo 55 plantas
do tipo diploide e 20 plantas tetraploides. O tratamento para poliploidizacao foi
realizado nas gemas laterais do caule, através de aplicacdo de colchicina 0,2%
embebida em algodao (Nassar, 2004). Os ramos crescidos das gemas tratadas
foram retirados, e mudas (estacas) dos mesmos foram feitas.

A inducéo de poliploidia gerou alteracdes anatdomicas em varias plantas
em Solanum sp (Baker, 1959) e morfolégicas em Colophospermum sp
(Rubuluza et al., 2007). Em Solanum, a poliploidizacdo do caule resultou em
diferengas anatdmicas com relagdo a forma das células (de isodiamétricas a
alongadas) e seu tamanho (quanto maior a ploidia maiores as células). Stebbins
(1950) relatou que um dos principais efeitos produzidos pela duplicacéo
cromossdmica é o aumento no tamanho celular.

Plantas poliploidizadas artificialmente geralmente tém comportamento
meidtico mais irregular que plantas diploides, uma vez que o pareamento
cromossdmico pode formar associacoes polivalentes, comprometendo a
segregacao cromossomica em direcdo aos polos, e produzindo cromossomos
retardatarios, pontes e fragmentos (do Valle et al., 2004). O resultado,
dependendo do grau de irregularidades na divisao celular, é a diminuicdo da
fertilidade até a completa esterilidade do individuo. Para Stebbins (1950), as
principais causas de esterilidade em autotetraploides sdo uma série de
desarmonias produzidas em varios estagios do ciclo sexual, em que a meiose é
a mais importante.

Poucas sédo as informacOes disponiveis acerca da anatomia da
mandioca e de todo o género. Provavelmente, as mais notaveis contribuicées
sdo as de Viegas (1940), que produziu uma descricdo anatbmica de partes
vegetativas em M. utilissima Pohl (sinbnimo de M. esculenta); de Mendonca
(1983 e 1992), que observou laminas foliares de M. caerulescens e M. glaziovii
e de Rudall (1994), que descreveu laticiferos em Crotonoideae, subfamilia a
gual pertence o género.

Em especial, Nassar et al. (2008b) estudaram a anatomia de uma

cultivar de mandioca, denominada UnB 530, em comparacao com seu hibrido
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poliploidizado. Aparentemente, o aumento observado nas estruturas da planta
tetraploide, em detrimento ao da planta diploide, conferiu ao individuo
poliploidizado maior resisténcia a seca, possivelmente por um efeito secundario
da poliploidizacéo relacionado ao conteudo de agua na planta. Na maioria das
células vegetais maduras o citoplasma é pressionado contra a parede, e a
parte central da célula é ocupada pelo vacuolo; a relacdo de agua para o
protoplasma depende da razdo entre volume e superficie da célula. Assim,
qualguer aumento no tamanho celular causa um aumento correspondente na
razdo volume/area superficial, aumentando o conteddo de agua relativo
(Stebbins, 1985).

Kaminski et al. (1990) e Pyke et al. (1990) relataram efeitos da
poliploidia em folhas de Aegilops sp. e Sugiyama (2005) em folhas de Lolium
sp, A conclusdo comum é que o aumento de volume do material genético
causado pela poliploidizacdo produz um aumento de tamanho na célula e nos
orgaos da planta.

Vannucci (1982) encontrou maior espessura da cuticula e do numero de
células ricas em tanino em folhas de M. caerulescens, comparadas a M. pilosa
Pohl. O estudo anatdomico do caule no género conta com poucas informagoes,
e ainda, comparacdes anatdbmicas entre plantas diploides e polipldides sé&o
raras para Manihot (Nassar, 2004).

Acredita-se que, além dos efeitos ja citados, a poliploidizacdo tem papel
na inducdo de apomixia em Manihot (Nassar, 2006). No fendmeno da
apomixia, as sementes se desenvolvem no ovario, como nas plantas de
reproducdo sexual, mas o embrido € formado sem a unido do nucleo
espermatico do pélen com a oosfera (Bashaw, 1980). Assim, este embrido tem
exatamente a mesma constituicdo da planta mde e sua progénie é um
verdadeiro clone, mantendo sua fidelidade genética durante as sucessivas
geracoes (Nassar, 1994).

A apomixia € geneticamente controlada, podendo ser influenciada por
fatores ambientais, como o fotoperiodo e a temperatura (Stebbins, 1950; Asker,
1980; Bashaw, 1980). A reproducdo assexuada por apomixia pode ser

obrigatdria ou facultativa. A combinacéo entre reproducéo sexual e apomitica
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pode ocorrer em VArios graus, com cruzamentos tanto intra como
interespecificos (Hanna & Bashaw, 1987).

A apomixia, segundo Asker & Jerling (1979), pode ser subdividida em
embrionia nucelar e apomixia gametofitica, com base no sitio de origem da
célula que originara o embrido. Nogler (1984) classifica a apomixia em
embrionia adventicia, de natureza esporofitica, e apomixia gametofitica. As
duas classificacbes acabam sendo similares, diferindo que na embrionia
adventicia os embrides sdo formados diretamente de células somaticas
individuais como as do tegumento interno do évulo. Na apomixia gametofitica
ocorre a formacdo de embrido com nucleo né&o-reduzido no préprio saco
embrionario.

Na apomixia gametofitica, dois mecanismos podem ser distinguidos,
diplosporia e aposporia (Nogler, 1984; Asker & Jerling, 1992). Na diplosporia, 0
saco embrionario é desenvolvido da célula mée do megasporo em decorréncia
de disturbio na meiose. As divisdes meioticas sdo totalmente omitidas ou téo
modificadas que o pareamento e a reducdo do niumero de cromossomos nao
ocorrem. Nesse caso, 0 saco embrionario se diferencia normalmente e, quando
maduro, parece exatamente com o saco embrionario sexual da espécie.

Na aposporia, o0 embrido ndo-reduzido € originado de células somaticas
do 6vulo, geralmente de células do nucelo que sdo denominadas de “iniciais
aposporicas”, ou de células dentro do proprio saco embrionario (Nassar et al.,
2000; Nassar, 2001; Carneiro & Dusi, 2004). Na aposporia, eventualmente,
junto ao desenvolvimento do saco embriondario apomitico, ocorre o
desenvolvimento do saco embrionario meiotico, com possibilidade de ser
fecundado e dar origem a progénie através do mecanismo sexual. Entretanto,
normalmente antes de o saco embrionario sexual se formar, ocorre aborto,
sendo substituido pelo saco apospoérico (Bashaw, 1980), entretanto ha relatos
de que os dois tipos de embriées podem crescer juntos e se desenvolverem em
plantulas sexuais e assexuais (Nassar et al. 2000; Nassar, 2002a).

A apomixia j& foi relatada em mais de 35 familias de plantas (Hanna &
Bashaw, 1987), ocorrendo em Citrus, em muitas forrageiras tropicais e

subtropicais e em espécies relacionadas a beterraba, morango, manga, milho e
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trigo. A apomixia foi noticiada pela primeira vez por Nassar (1979a) enquanto
trabalhava com hibridizacdes interespecificas. A mandioca € uma espécie
apomitica facultativa do tipo apospoérica (Nassar, 1994; Nassar et al., 1998;
Nassar et al. 2000; Nassar, 2001). Em 1988, um relatoério do International
Institute of Tropical Agriculture (IITA) mencionou apomixia em espécies
silvestres da mandioca, ndo prosseguindo o estudo até a década de 1990,
quando Nassar (Nassar, 1995b; Nassar et al.,, 1997) isolaram linhagens
apomiticas facultativas pela observacdo de caracteristicas uniformes na
progenia de cruzamentos interespecificos e pelo uso de genes marcadores em
cruzamentos controlados.

Nassar (1995b, 2000b, 2001, 2002ab) desenvolveu estudos sobre a
natureza da apomixia utilizando-se de hibridizacdes interespecificas, e obtendo
com sucesso a transferéncia desse fator a mandioca, a partir das espécies M.
neusana e M. glaziovii. Nassar (2006) coletou evidéncias sobre a associacao
entre poliploidia e apomixia estudando M. anomala e seus hibridos. Nassar &
Collevatti (2005 e 2006) e Nassar & Grattapaglia (1996) relataram trabalhos
sobre a base molecular de identificacdo da apomixia, e Nassar et al. (1997,
1998, 2000 e 2007a) observaram evidéncias moleculares acerca da apomixia
em algumas progenias de hibridos interespecificos de Manihot.

Quarin et al. (2001) observaram que o aumento de ploidia induziu
apomixia em Paspalum notatum Flugge. Matzk et al. (2003), numa abordagem
coevolutiva, estudaram 71 espécies de Hypericum, nas quais identificaram que
havia um aumento no conteiddo de DNA apomitico concomitantemente com o
de ploidia. Hojsgaard et al. (2008), em estudos com espécies de Paspalum,
relataram que todos os representantes polipléides do género se reproduziam
por apomixia facultativa.

Swanson et al. (1969) relataram que a apomixia ocorre associada a
hibridizacdo e poliploidia. Do ponto de vista evolutivo, acredita-se que a
apomixia atuaria como um escape da esterilidade, garantindo perpetuacéo de
individuos estéreis. Esse mecanismo trazido pela evolucdo permite que as
populacdes hibridas, pouco ou nédo feérteis, fixem e reproduzam genotipos

vantajosos (Richards, 1997). Neste caso, a reproducao assexual via apomixia
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seria a responsavel pela manutencdo de gendtipos altamente heterozigoéticos
das populacdes hibridas (Nassar, 2001; Goldenberg & Werpachowski, 2004).
Entre certas familias, como as Melastomastaceae, a esterilidade
masculina estd relacionada a ocorréncia de apomixia (Baumgratz & Silva,
1986; Borges, 1991; Goldenberg & Shepherd, 1998). Entretanto, em alguns
casos, individuos de espécies apomiticas podem apresentar niveis de
viabilidade de podlen relativamente altos (Goldenberg, 2000). Relata-se
frequentemente que a esterilidade em individuos apomiticos € causada
principalmente pela irregularidade meidtica (Nassar et al., 2000; Nassar,
2000a).
Na mandioca, estudos relataram correlacdo entre baixa viabilidade de
poélen em plantas apomiticas (Amorim, 1998; Nassar et al., 2000; Nassar, 2001;
Nassar, 2006). Aparentemente, a natureza apomitica, quando induzida pela
poliploidizacdo, parece aumentar a expressao de certos genes especialmente
envolvidos com a reproducédo (Nassar, 2006).
Desta maneira, o objetivo geral deste trabalho é:
Analisar os efeitos da poliploidizagdo em termos de comportamento
embridénico e anatdémico caulinar dos hibridos ICB 300.
Os objetivos especificos séo:
» Verificar a poliploidizacdo da planta pela contagem cromossémica dos
hibridos;
= Aferir a taxa de ocorréncia de apomixia, correlacionando-a com o
comportamento cromossodmico observado;
= Verificar a relacdo entre poliploidia e fertilidade nos hibridos através da
analise de viabilidade do pélen;
»= Contribuir para a caracterizacdo da anatomia caulinar de hibridos de
Manihot.
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MATERIAL E METODOS

Todas as anélises foram realizadas com o hibrido ICB 300 diploide,
obtido do cruzamento entre Manihot esculenta e Manihot oligantha e seu tipo
poliploidizado.

Além das andlises citogenética, embribnica e anatbmica caulinar,
procederam-se também as descri¢des morfoldgicas dos hibridos.

O material testemunha foi incorporado ao Herbario da Universidade de

Brasilia sob os niumeros 75973 (planta diploide) e 75974 (planta tetraploide).
Andlise Citogenética

A analise citogenética incluiu o estudo do comportamento cromossémico

na meiose e da viabilidade de pdlen dos hibridos.

Comportamento Cromossdmico Meibtico

Com a finalidade de se estudar o comportamento cromossémico meiotico
e analisar o efeito da poliploidizacdo do hibrido, foram observadas as
configuracbes cromossdmicas de dez células na metafase | de cada hibrido.

Botdes florais masculinos (Fig. 2A) com cerca de 0,3 cm de diametro
foram coletados dos hibridos diploide e tetraploide; foi feita a fixacdo dos
mesmos com uma solugdo de alcool etilico absoluto e acido acético glacial na
propor¢cdo 3:1 (liquido de Carnoy). As amostras permaneceram na solucéo
fixadora durante 24 h e foram lavadas com agua destilada para retirada de
residuos. A conservacao foi feita em etanol 70% sob refrigeracdo. As laminas
foram preparadas esmagando-se as anteras retiradas dos botdes florais, que
foram coradas com acetocarmina 1% (Swaminathan et al., 1954). As laminas
foram cobertas com laminula e lavadas com acido acético 45%. Foi adicionada
uma gota de solucdo de acido aceético 45% e glicerina 10% (Fenny Dane &
Tsuchiya, 1979). As laminas foram analisadas em microscépio de luz, modelos
Olympus BX 50 e Zeiss Axioskop MC 80. As imagens foram digitalizadas

através do software HonestechTVR 2.5 e também fotografadas em pelicula,
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com o maquina fotografica Opton West Germany acoplada ao microscopio MC
80. Os numeros cromossdmicos dos hibridos diploide e tetraploide foram

determinados.

Viabilidade de Pdélen

Foram coletadas, para cada um dos hibridos e de um conjunto de 55
plantas diploides e 20 plantas tetraploides, 30 flores masculinas com comprimento
meédio aproximado de 0,7 cm, em maximo grau de maturacao e prée-antese (Fig.
2B). A fixagao, conservacgéo e coloragao foram feitas da mesma forma que na
caracterizacdo cromossOmica (Swaminathan et al., 1954). Cada flor possuia cerca
de dez anteras, as quais foram esmagadas provocando a liberacdo dos gréaos de
polen para a montagem da lamina. O gréo de pdélen que se apresentou de forma
circular, grande e corado homogeneamente, num tom vermelho intenso, foi
considerado viavel. O grao irregular, pequeno ou com coloracdo heterogénea,
amarelo-claro, foi considerado inviavel (Fig. 2C). A contagem dos gréos de po